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 博士論文題目     生体内イメージングシステムを用いた神経保護薬評価方法の開発                                
                                               
 
   東北大学大学院医学系研究科  専攻 
 医科学専攻・神経感覚器病態学 講座  眼科学 分野 
学籍番号   B4MD5135   氏名    伊藤 梓      
網膜疾患に対する診断及び治療において、網膜神経節細胞（retinal ganglion cell: RGC）死の評価は重要
である。先行研究にて死細胞を標識する蛍光プローブである SYTOXオレンジを用いた RGC死の生体内イメージ
ングシステムを開発し、マウス視神経挫滅モデルにおける RGC 死を定量的に評価可能であることを報告した。
本研究ではその生体内イメージングシステムが、他の動物モデルでも適応可能であること、及び RGC死を抑制
する神経保護薬の神経保護効果の評価が可能であるか検討した。 
ラット N-メチル-D-アスパラギン酸（N-methyl-D-aspartate: NMDA）障害モデルを用い、SYTOX オレンジを
硝子体注射した 10 分後に、共焦点走査型ダイオードレーザー検眼鏡（ confocal scanning laser 
ophthalmoscope: CSLO）を用いて網膜表層の SYTOXオレンジ陽性細胞の生体内イメージングを行った。また網
膜伸展標本でも網膜表層の SYTOXオレンジ陽性細胞を蛍光顕微鏡で評価した。さらに、予めフルオロゴールド
で RGCを逆行性染色した後、NMDA障害を行い、Alexa Fluor 488 conjugate Annexin V（Annexin V）と SYTOX
オレンジを硝子体注射した後、網膜伸展標本を蛍光顕微鏡で観察した。また神経保護効果が報告されている
SNJ-1945を用いて、SNJ-1945の NMDA障害による RGC死を抑制する神経保護効果について、網膜表層における
生体内イメージングシステム及びフルオロゴールドで標識した生存RGCを網膜伸展標本上での計測により評
価した。 
生体内イメージングシステムにより NMDA 障害による SYTOX オレンジ陽性細胞を定量的に評価可能であり、
網膜伸展標本上での評価でも同様の結果であることが明らかとなった。また網膜伸展標本において、NMDA 障
害後の網膜表層の観察により、SYTOX オレンジ陽性細胞の大半が、Annexin V とフルオロゴールドで共染され
ており、RGC の死細胞であることが明らかとなった。さらに、生体内イメージングシステムにより SNJ-1945
の神経保護効果を定量的に評価可能であること、網膜伸展標本における生存 RGC数の計測でも同様の結果であ
ることが明らかとなった。 
SYTOXオレンジを用いた網膜細胞死の生体内イメージングシステムは、ラット NMDA障害モデルにおいても、
短時間かつ簡便に RGC 死を定量的に評価可能であること、神経保護薬である SNJ-1945 の神経保護効果につい
ても定量的に評価可能であることが明らかとなった。今後、本研究結果が RGC死の病態解明や新規神経保護治
療の開発の促進に寄与することが期待される。 
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